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胆道系上皮細胞 を培養し た研究 は少 ない ． そ こ で 今 臥 家兎 お よ び ヒ ト の 胆 道系上皮細胞 を コ
ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内で培養し ， そ の 細胞性状 を多糖類染色 ， 蛍光抗体法 お よ び 電子 顕微鏡 に よ り観察 し
た ． つ ま り 一 家兎 の 肝内胆管お よ び肝外胆管上皮細胞 を 3週間ま で ． 家兎 の 胆 嚢上 皮細胞 を 6週間 ま
で
，
ヒ ト胆盛上 皮細胞 を 1週間 ま で コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内 で初代培養 を行 っ た ． また ， 家宛胆 嚢粘膜上皮
細胞の 単層培養 を 2週間ま で 行 っ た ． コ ラ ー ゲ ン ． ゲル 内初代培養で は ， 培養上皮細胞 は時間と共 に 増
殖 し ， 多細胞 に よ る種々 の 大 き さ の 褒胞 を形成 し た ■ 嚢胞は次第 に 大き く な り ， 培養上 皮細胞は中性 お
よ び酸性粘液 を産生 し， 糞胞 内に は粘液が充満し た ． 褒胞 を形成す る培養細胞 は立方 句 円柱上 皮で
t 核
は胞体 の 中心 部 へ 基底部 に あ り ， 電顕的 に は褒胞内腰掛 こ多数の 微絨毛 が み ら れ ， 微絨毛基部と基底部
に は被覆小敵 細胞間に は デ ス モ ゾ ー ム
， 密着帯 ， 細隙結合 ， 発達 した駿合 ， ま た細胞質内に は少数で
小 型 の ミ ト コ ン ドリ ア お よ び束状の 中間径 フ ィ ラ メ ン トが認 め られ ， さ ら に 発達 した ゴ ル ジ装 置に 近接
して粘液顆粒が認め ら れ た ■ こ れ らの 所見は培養経過と と も に よ り 生 体内 の胆道系 上皮細胞 に 類似 し
た 一 蛍光抗体法 に よ り ， 培養期間中 ， 培養上皮細胞の 細胞質 に び 浸性 に サ イ ト ケ ラ チ ン が検 出され た ．
培養1週間後の 家鬼胆嚢上皮細胞 の Brd Uに よ る S期細胞標識 を行 っ た と こ ろ ， そ の 標識指数 は コ ラ ー
ゲ ン ． ゲル 内培養細胞が9．6％ ， 単層培養細胞が7－3％で あ り ， 培 養細胞が増殖 し て い る こ と が 示 さ れ
た ． これ らの 所 見は ， 培養期間中 ， 家兎肝内胆管 ， 肝外胆管お よ び胆嚢上皮細胞で同じ で あ り ， さ ら に
ヒ ト胆嚢上 皮細胞 で も同様の所見が得ら れ た ． 以 上 の コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内初代培養結果は ， 胆道系上 皮
細胞 の 性状 をよ く保存 し てお り ， 立 体的に そ の 増殖状態を検索す る こ とが 出来た ． なお ， 胆道系疾患の
病態解明応用 へ の 予備的実験 と して ， コ ラ ー ゲ ン ■ ゲル 内培養1週後 の 家兎胆嚢上皮細胞で マ イ ト マ イ
シ ン C を用 い て 毒性実験 を行 っ た と こ ろ ， コ ラ ー ゲ ン ． ゲル 内で 嚢胞形成 を示 して い た 上 皮細胞 に 壊
死 ， 脱落な どの 病 的変化 を起 こ す こ と が で き た ．
以上 ， 家兎お よ び ヒ ト胆道系上皮細胞 を コ ラ ー ゲ ン ． ゲル 内で 培養 した と こ ろ
， 胆道系上 皮細胞 の 性
状を試験管内で長期間維持 して い た の で ， コ ラ ー ゲ ン ． ゲル 内培養法 は胆道系上皮細胞の 形態や機能 の
研究 に 有用 と思 われ た ．
Eey w o rds 胆道系上皮細胞 ， コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル ， 培養
肝細胞で作られ た 胆汁 は胆道系を通 じ て十 二 指腸に
排泄さ れる 1I． 胆道系 に は こ の 胆 汁 の 導管と し て の 働
き以外に ， 分泌 ， 吸 収作用 の あ る こ とが 推定さ れ て い
るがり， 胆道系の 機能 を検索す る た め の 確 立 さ れ た方
法論が少な く ， 特に 肝 内の 大型 胆乱 さ ら に は肝外胆
管系の 機能に 関 し て は 殆 ど知 ら れ て い な い ． さ て
，
A bre viations 二 A B， alcia n blu e三 A B C，
5．bro m o－2，－de o xyuridinei D A B， 3，3
，
－dia min obenzid ineニ E D T A． ethylen edia min etetr a a c etic
acidニ EG F， epide r mal grbwth fa ctorニ H E， he m ato xylin a nd e osinニ H ID， high ir o n
種々 の 培養系 を用 い ， 胆道系上 皮の 機能と形 態異常 を
探ろ う とす る試 み が 従来 よ り い く つ か 報 告さ れ て し1
る － つ ま り ， Elha mady ら
21が モ ル モ ッ トの 胆嚢 上 皮
細胞の 組織培養 を試み て お り ， ま た Siric aら314Iが ラ ッ
トの 胆管 を結致 し ， 肝 内で著 しく増生 した細胆管上皮
細胞の 培養 を試み て い る ， Ku m a rら5，も正 常ラ ッ トの
avi din．biotin－pe r O Xidase co mple xニ Brd U，
994 河
肝内胆管上皮細胞 の 分離 と培養 に つ い て 報告 し て い
る ． ま た ， 宮 崎ら
6－
． 吉富 ら71 は ヒ ト胆嚢 上 皮細胞 の
単層培養 に つ い て ， 奥村 ら
昌一 は と 卜胆 嚢粘膜の 器官培
養 に つ い て それ ぞれ 報告し て い る ． しか し ， 正 常な 肝
内の 比 較的太 い 胆管上 皮細胞 く肝内胆衝 ， 総肝管 お よ
び 総胆管上皮細胞 く肝外胆酌 の 培襲 に つ い て は こ れ
ま で報告が な い ．
最 乱 Yang ら
9ト 12，
， 榎 並 ら
13ト 151に よ り ， コ ラ
ー ゲ
ン ． ゲ ル 内培養法が確立 さ れ ， 主 に 乳腺上 皮細胞の 培
養 に 用 い ら れ ， その 細胞学的性状 が次第に 明 ら か に さ
れ つ つ ある ． こ の 方法で は ， 培 養上 皮の 性状 を立体的
に 生体 に 近 い 状態で 検索 で き ， さ ら に 培養条件 を変化
さ せ る こ と に より ， 培養上 皮 の 変化 を三 次元 的 に 観察
で きる特徴が あ る ． そ こ で ， 著者 は こ の コ ラ
ー ゲ ン ．
ゲ ル 内培養法 を 用 い ， 家兎 の 肝 内大型胆管 ， 肝 外胆
管， 胆嚢上 皮細胞 お よび と 卜の 胆嚢上 皮細胞 の初代培
養を 1週間か ら 6週間ま で 試み ， こ の 培養条件下 で の
胆道系上皮細胞の 細胞学的性状 を検討 し た の で 報告す
る ． ま た ， 家兎胆嚢 で は ， 粘膜 上皮 の 単層培嚢 も合わ
せ て行 っ た の で その 成績 も 報告す る 一
対象 お よ び方法
1 ． 材 料
1 ． 家兎胆道系粘膜上皮
体重約 3 Kg の ウ サ ギく臥 日本白色種 ， 静岡県実験
動物1 を ベ ン ト パ ル ビ タ ー ル 注 射 液 くPitm a n m o o re
In c． ， 米 剛 を静脈内注射 し て全身麻酔し ， 開腹後 ， 腹
Fig． 1． Bilia ry tr e e of a r ab bit intr ahepat
ic
bilia ry du ctくihl， e Xtr ahepatic bilia ry du ctくehl
a nd gallbladderくgbl．
部の 血 管 を切断 して放血 死 させ た ． その 後 ， 肝臓を総
胆管 と共 に 取 り出 し ， 拡 大鏡 く3倍 ， 大塚製作 軋 東
副 で肝内胆管 ， 肝外胆管 ， 胆嚢の 順 に 図1 に 示 すよ
う に 分離 ， 摘 出 し ， 以 下 の 如 く その 上 皮細胞 を分離
し， 培 養に 供 した ．
2 ． ヒ ト胆嚢粘膜 上皮
胆石症の診断 で外科的 に 摘出 した 2 例の ヒ ト胆嚢
く59才男性 ， 6 5才女働 か ら肉眼 的に 正 常と思 われる部
分を分離 し て ， 後述 の 如 くそ の 上 皮細胞 を培養 に供し
た ．
工王
． 培養方 法 お よ び観察方 法
1 ． 単層培養
1う 培養方法
家兎 か ら摘出した 胆嚢 の腔 を37
0
Cの Ha nks 液で洗
浄 し ， そ の 胆 嚢腔内に 0．2 5％ ト リ プ シ ン と0－02％
ethyle n edia min etetr a a c etic a cidくE D T Aナ の 混合液
亡try psin a nd E D T AくT El 混合液コ を注入 した ． その
胆嚢 を37
0
C の Ha nks 液 中に50へ 70分間静置 し， その
後注入 した T E混 合液 を回収 し ， 遠心 分離く5分，
1000rpml し て ， そ の 中に 含 まれ て い る上 皮細胞を含
む沈溝 を集め た ． こ の 沈漆に15％ に な る よう 牛胎児血
清 を 入 れ た Willia m
，
s E 培地 くペ ニ シ リ ン G を100
u nitslmlに ， ス ト レ プ ト マ イ シ ン を100JL glmlに なる
よ う に 添 抽 を加 え て攫拝 し ， 細胞数 を計測後 ， プラ
ス チ ッ ク 培養瓶に 入 れ ， 大 気条件 を9 5％空気 ， 5％
C O2 と して37
0
Cで 培養 した ． 培養 開始時の 細胞数は
5 へ 6 XlO5個ノml と した． 培養液 の交換 は 3日 毎に
Fig．2． Co rr elation betw e e n n u mber of cels
pr olife r ated a nd c onc entr atio n of E G
F is
sho w n o nthe left half， a nd the c or relatio n
betw e en n u mbe r of c ells pr olife r ated a nd
c o n c e ntr atio n of fetal bo vine ser u mis sho w n
o nthe right side． T hes ec ellsく1XlO
4
c ellslml
w e r e c ult r ed fo r a w e ek in m on olayer
SySte m．
dia min e三 P A S， periodic acids chiffs P B S， pho sphate
－buffe red salin eニ T E， try pSlna nd
E D T A三 肝外胆管 ， 総肝管お よび総胆管 牒 内胆管 ， 肝 内の 比較的太 い 胆 勘 光頗 ， 光学頗微
鏡
二電顕 ， 電子顕微鏡
胆道系上皮細胞 の 培養 995
行っ た ． 培養 2代 へ の 継 代は培養 1 週間後に 行 っ た 一
次に ， 培襲条件 を検 討 す る た め ， 単層培養 した 家兎
の初代胆嚢上皮細胞を 用 い て ， 培養液中の 血 清濃度と
上皮成長因 子くE G F， Collabo r ativ eRese arch，In c． ， 米
軌 濃度の 検討 を行 っ た ． 予備 的培養実験 か ら ， 培養
液中に は血清 と E G Fの 存在 が 必 要 で あ る こ と が わ
か っ て い た の で ， 血 清 濃度検討 の 場合 は培養液中 に
EG F を10nglml添加 した もの を基礎培養液と し ， 血
清無添加基礎 培養液お よ び こ れ に 血 清 を 5％ ， 10％ ，
15％， 20％と な る よう に それ ぞ れ添加 し た培養液 で 培
養した ．
一 方 ， E G Fの 濃度検討 に 際 し ， 血 清濃度 を
15％と した も の を基 礎培養液と し ， E G F無添加基礎
培養液お よび こ れ に E G Fを10， 20 ， 40ngノml と なる
よう に それ ぞ れ添加 し た培養液 で培養 した ． 培養開始
時の 細胞数 はい ず れ の 培 養液 の 場合 も 1 X lt14 個ノml
とし ， 培養 1週後 の 細胞数 を数 え ， 培養開始時の 細胞
数と比較検討 した ． そ の 結果 ， 図2 に 示 す よ う に 血 清
濃度は15％で ， E G F濃度 は10 nglml で よ り 強 い 細胞
増殖が認め られ た が ， そ れ以 上 に 濃度 を上 げ て も その
増殖程度に 違 い は見 ら れ な か っ た ． そ の た め 以 下の 実
験は全て血 清濃度 を1 5％ ， E G F濃度 を10nglml と し
て実施 した ．
2つ 初代単層培養細胞 の 増殖 曲線 と 5－br olll O．
2
，
．de o xyu ridin eくBrd Ul を用 い た細胞増殖 の 確認
単層培養し た初代家兎胆嚢上皮細胞の 増殖曲線こ 家
兎胆嚢上皮細胞 を単層培養す る と培養 2代 を過 ぎる頃
か ら線推芽細胞の 増殖が盛ん に な っ た の で ， 増殖曲線
の 検討に は線維芽細胞の 混 入 が 少な い 初代培養上皮細
胞を使用 した ． 胆 嚢 上 皮か ら 分離 し た細胞 を血 清濃度
15％， E G F濃度10 ngノml に 調 整し た W i11ia m
，
sE 培
地く100u nitsノmlの ペ ニ シ リ ン G と100JLglmlの ス ト
レ プトマ イ シ ン を含む1中 に 細胞数が 1 X lO4個ノmlと
なるよ う に 直径35m mの プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ け ル モ
株式会幸L 東和 に 分注し て95％空気 ， 5 ％ C O2の 大
気条件下で 培養し た ． 細胞 数 の 測定 は T ho m a－Zeiss
型の計算板を用 い て 培養 6 日後ま で 毎 日行 い
，
そ の 推移
を観察し た ． な お
， 培養開始 5日後 に 培養液 の 交換 を
行っ た ，
Brd U を 用 い た S 期くD N A合成期J 細胞の 測 定 こ
Brd UくSigm aChemic alCo． ， 米国一 を用 い た S期細胞
の同定は
， 単層培養 1 過 後の 初代胆嚢上 皮細胞 を用
い




， 培 養 1週 後 に Brd U濃度が 10
声 M とな るよ う に 添加 した 培養液 で6 0分間培養 し ，
その 後す ぐに 培養瓶の 底面に 付着 し て い る上 皮細胞 を
純エ タ ノ ー ル で10分間固定し た後， 0．3 ％ H202 メ タ
ノ ー ル 処 理3 0分
，
2N －H Cl液 中に30分 間置い た ． そ の
後 pH 調整の た め0．O7 N－ NaO H中に 2分 間 ， リ ン酸
緩衝液くpho sphate－buffe r ed s alin e， P B SJ中に 5 分間
置 い た後 ， 5 ％ 正 常 ブ タ 血清 で 1 0 分間処 理 し て 抗
Brd U 抗 体 くBe cto n Dickin s o nIm m u n o cyto metry
Syste m s， 米 国ナ を低温 で30分間反応さ せ た ， そ の 後，
直前に 作製 した avidin－biotin －per O Xida s e c o mple x に
て Brd Uを染色 し ， 3，3，－dia minobe n zidineくDABl で
発 色後
，
へ マ ト キ シ リ ン で 核 染色 し ， 封 入 し た ．
BrdU の 標識指数は1000個の 培養細胞の 核 を数 え ， そ
の 中に 見 られ た 陽性核数 を数 えて 陽性率 囲 で 表現 し
た ．
3う 多糖類染色お よ び電子 頗微鏡的観察
培養開始 1週目く培養初代I お よ び 2 週目 く培養 2
代1 の 胆嚢上皮細胞を用 い
， 多糖類染色 を行 っ た ． こ
れ ら の 培 養 上 皮細胞 は あ ら か じ め tiss u e c ult r e
Cha mber sIslide sfLab－TecD ivisio nM ile s， 米国Iで 培
養 した も の で
，
ス ラ イ ド グラ ス 上 に接着増殖 した培養
上皮細胞 を カ ル ノ ア 液で 固定 し ， 中性粘液染色と して
過 ヨ ウ素酸シ ツ フ くpe riodic a cid s chiff， PA SI 染色 ，
酸性粘液染色 と して アル シ ア ン ． ブル ー くalcian blu e，
A BJpH2．5染色， コ ロ イ ド鉄染色， A BpH l．0染色お
よ び high ir o ndia min eくH IDl 染色， ム チ カ ル ミ ン 染
色を行 っ た ． 通常 の 光顕的観察 は へ マ ト キ シ リ ン ． エ
オ ジン くhe m ato xylin and e o sin， H El 染色 に よ り 行 っ
た ． ま た
， 培義 2 過 後く培養2代1 の tis su e c ult r e
Cha mbe r sIslide s上 に接着増殖し た胆嚢上皮細胞 を 用
い
， 電子 顕微鏡的観察を行 っ た ． つ ま り ， 培養上 皮細
胞が ガ ラ ス 面 に 接 着した ま ま の 状態で 4 0Cの 2． 5％ グ
ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド く0．1M カ コ ジ ー ル 酸塩緩衝液 ，
pB 7．41 で 15分 間前回走 ， 同緩衝液で 洗浄後 1 ％ 四 酸
化オ ス ミ ウ ム く同緩衝液ナ で30 分間後 固定 し た ． そ の
後， 型 の ごと く エ タ ノ ー ル 系列で 脱 水し ， エ ボ ン を入
れ た ゼ ラ チ ン カ プ セ ル を培養上皮細胞に か ぶ せ る よ う
に 置き ， その まま 重 合し た後ゼ ラ チ ン カ プ セ ル を はが
し て ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 上 に 一 層と な っ て 存在 す る細胞
の 超薄切片 を作製し ． 酢酸 ウ ラ ン と ク エ ン酸 鉛 で 2重
染色し ， 電子 顕 微鏡 くH－300 型， 日 立製作所 ， 東京1 で
観察し た ．
2 ． コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内培養
1ブ コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル の 作製
コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル は
，
0．3 ％較可溶性 コ ラ ー ゲ ン ．
ゲ ル くタ イ プ エ コ ラ ー ゲ ン ． セ ル マ トリ ッ ク ス ， 新田
ゼ ラ チ ン 株式 会 社 ， 大 阪ナ， 1 ． 5容量 の 牛 胎児 血 清
くSer aLab．， ス コ ッ トラ ン ド1 お よ び 1 容量 の 10倍濃度
Willia m
，
s E 培地くFlow Lab．， ス コ ッ ト ラ ン ド1 を混
996
河
合 し ， こ れ に EG F を10nglml と な る よ
う に 添加 し た
も の を用 い た ．
21 培養方法
i ． 家兎肝内胆管 ． 肝外胆管 お よ び 胆嚢上 皮細胞 の
単離方法 と培養
家兎か ら 分軌 摘出 した肝内胆管 お よ び肝外胆管
は
摘出後 ， そ の 腔を切開 して － T E混合液中
に 入 れ ， 37
0
Cにカロ温 し なが ら マ グネ チ ッ ク ス タ
ー ラ ー で50旬 70分
間 ゆ っ く り と撹拝 した ． 胆嚢は 単層培養の 場合
と同様
に ． 胆嚢腔内 を37
0
Cの Hanks で 洗浄 し た あ と腔内 に
T E 混合液 を注入 して37
0
Cの Ha nks 液中 に50
へ 70分
間静置 した ． そ の 後胆嚢腔内の T E 混合液を取 り出
し
て 実験 に 用 い た 一 胆嚢 よ り得 られ た T E 混合液中
の 上
皮細胞お よ び 上皮細胞の 塊計14 ．76 3個を鏡検
す る と ，
こ の う ち
一 個 一 個 に まで 単離で き た 上 皮細胞 は
79－5％
で あ っ た が ， 2
へ 10個 ま で の 塊 の 上 皮細胞集団 が
16．7％ ， 11個 以上 の 細 胞集団が3．7％ に 認 め ら
れ た ■
培養は ， 肝内胆軌 肝外胆管 t 胆嚢上 皮細胞
の そ れ ぞ
れ を別個に ， 同様の 方法 で 行 っ た ． な お ， こ れ らの 胆
道系よ り得 られ た細胞の殆 どは 上 皮用胞
で あ り － 僅 か
に線維芽細胞が 混 入 し て い た が ， 形態 上 上 皮細胞
と
は容易 に 区別 で きた ．
そ の 後 ， 上 皮細胞 を含 む T E混 合液 を遠心分離く5
分 ， 100 rpml し ， そ の 沈壇 に コ ラ
ー ゲ ン ． ゲ ル を加
ぇ ， ピ ペ ッ テ ィ ン グし た 軋 プ ラ ス チ ッ ク 培 養瓶
くCor ning Labo r ato ry Scie n c eCoop．， 米 国1
に 分注 し
た ． 次に ， 培責瓶 ごと37
0
Cで 約1 相 聞静置 し て ゲ ル 状
に な っ た と こ ろ で 培 養液 く15％牛胎児血清 と10 喝ノ
ml の E G F を入 れた W illiam
，
s E 培 舶 を重層 し て
37
8
Cで大気条件 を95％空気 ， 5 ％ C O2と したイ
ン キ ュ
ベ ー タ ー 内で 培養し た ． 培養開始時 コ ラ
ー ゲ ン ． ゲ ル
内の 細胞数 は 卜 3 XlO
5個ノml と した一 培養期間 は ，
肝 内胆管と肝外胆管上皮は 3週間ま で ， 胆 嚢
上皮 は 6
週間ま で 培養 した 一 培養液の 交換 は 3
旬 4 日に 一 度の
割合で 行っ た ． なお ， 培養 掛 こは ペ
ニ シ リ ン G く10 0
unitslml と ス ト レ プ ト マ イ シ ン く10p glm
l を添加
した ． 培養上 皮の形態的変化 を培養 2時間後 ，
5時間




3週間後く胆嚢上皮は他 に 6 週間衡 に位相差顕微
鏡に よ っ て経時的に 観察 し た －
ii． ヒ ト胆嚢粘膜上皮細胞の 単離方法と培養
外科的 に 摘出し た ヒ ト胆嚢小片 か ら肉眼 的
に 正常 と
思 わ れ る部分 を切り離 した後 ， Ha nks 液 中 で 血 液 や
胆汁 を洗い 流し た ． 次 い で 梁膜 ， 血管
お よ び 平滑筋組
織 を で き るだ け除去し た後 ， 約 5
m m角に 締切 し， 37
q
cの T E混合液中 に 入 れ ， マ グ ネ チ ッ ク ス タ
ー ラ ー で
70分間ゆ っ く り と攫拝 し ， 分離 した 上 皮細胞 を含む混
合液 を遠心分離く5分 ， 1000rpmナした ． 得 られ た沈溝
に コ ラ ー ゲ ン ． ゲル を加 え ピ ペ ッ テ ィ ン グ して均等に
分散 した後 ， プ ラ ス チ ッ ク培養瓶 に 分注 した ． な お ，
培養開始時 に は 少数の 赤血球と線維芽細胞 の 混入 が見
ら れ た ． 次 い で 家兎胆道系上皮細胞の場合と同 じく ，
37
0
Cで10分間静置 し ． 固ま っ た後培養液 件胎児血清
と E G F の入っ た W illia m
，
s E 培 瑚 を 重層 して3 rC
で9 5％空気 ， 5 ％ C O2の 大気条件 に 設定 したイ ン キュ
ベ ー タ ー 内で 培養 した ． な お ， 培養開始時の コ ラ
ー ゲ
ン ． ゲ ル 内の 細胞数 は 3 句 5 XlO
5 個ノml で あっ た ．
培養液の 交換 は培養 3 日後 に 行 っ た 一 培養 は
1週間行
い 位相差顕微鏡で経時的 に 観察 した ．
31 Brd U を 用い た S期細胞の 測定
コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内培養細胞 で の S 期細胞の 同定
を ， コ ラ
ー ゲ ン ． ゲ ル 内培養 1週間後 の初代家兎胆嚢
上皮細胞 を 用 い A B C法 に よ り行 っ た
鳩
． っ ま り － 培
義 1週間後に コ ラ ー ゲ ン
． ゲ ル 上 に 重 層し てい る培地
に Brd U を10JL M と なる よう に 添加 して60分間培養
した ． その 後 コ ラ
ー ゲ ン ． ゲ ル を 約5 X 5 m m に細切
し
， 純 エ タ ノ
ー ル で 3 旬 4 時間固定 して そ の ままパ ラ
フ ィ ン包埋 切片を作製 し た ． 型 の ごと く 脱
パ ラ フ ィ ン
操作後 ， 0． 3％ H202 メ タ ノ
ー ル 処理 30分 ， さら に
2 N－ H Cl液 で30分間処 理 し た ． そ の 後 pH 調整のため
0．0 7N－N aO H 中に 2分間 ， P BS中 に 5 分間置き 一
5％正 常 ブタ 血 清で10分間処理 乳 抗 Brd U抗体を
37
0
Cで60分間反応 させ ， Brd Uの 局在 を A B C複合体
に よ り酵素染色 し ， D AB で発色乱
へ マ ト キ シリ ン
で 核染色 し ， 封入 した ． Brd U の 標識指数 は ， 陽性細
胞数 を数 え て そ の 陽性率 囲 を算出 して 示 し
た ．
4 1光顕的観察 ， 多糖榎染色 ， 免疫組織化学的染色
ぉ よ び電子 顕微鏡的観察
i ． 光顕 的観察 と多糖類染色
家兎胆嚢粘膜上皮細胞は ， 培養 5時間 ，
10時間， 20
時 臥 2 日 ． 1 凰 3過 ， 6過後 に ， 家兎肝
内胆管と
肝外胆管上皮細胞 は培養 1過 と 3過後
に ， ヒ ト胆 鮎
皮細胞 は培養 1 過後 に ， そ れ ぞ れ の 細胞 を含む
コ ラ ー
ゲ ン ー ゲ ル を カ ル ノ ア 液 で 固 定 し ， P A S染色 ，
A B
pH 2■5 染色 ， コ ロ イ ド鉄 染色 ，
A BpH l．0 染色 ．
H 工D染色 ， それ に ム チカ ル ミ ン 染色 を行 っ た
． またI
lO％中性 ホ ル マ リ ン液 で 固定 し て パ ラ フ ィ ン包
埋 し，





過後 に ， 胆嚢上 皮細胞で は培養1 凰 3遇
お よび6週
後 に ， ヒ ト胆嚢上 皮細胞で は培養 1 週後
に ， こ れらの
胆道系上皮細胞 の 培養 997
上皮細胞 を含 む コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル を未 固定 の ま ま ，
OC Tcom po u ndくLab－ Te c Divisio n， M ile sLabo r a－
tories， 米匡n に 包埋 後 ， －－ 80
O
Cの n ヘ キ サ ン 中で 急速
に凍結して ク リ オ ス タ ッ トで 薄切 し た ． その 後 4
0
C の
アセ トン で30秒 句 1分間固定後 P B Sで 洗浄 し， 一 次
抗体と して抗 ヒ トサ イ ト ケラ チ ン くLabsyste m s， フ ィ
ンラ ン ド， 100倍希釈1 抗体を37
0
C 30分間反応さ せ ， 二
次抗体と して蛍光色素で標識し た 抗 マ ウ ス 1gG ヒ ツ
ジ血清くCappel Laboratorie sInc． ， 米国Iを37
0
Cで30分
間反応 さ せ た 一 観 察 は 落射式蛍光顕微鏡くSta nda rd
18， Zeiss社， 西独1で 行 っ た ． な お ， 抗 ヒ トサ イ トケ
ラ チ ンで 家兎 の 胆嚢の 凍結切 片を蛍光抗体間接法で染
色す ると粘膜上皮が強陽性に 染 ま る こ と を予 め 確認 し
た．
iii． 電子 顕微鏡的観察
家弟肝内胆管と肝外胆管上皮細胞で は培養 1過と 3
遇後に ， 胆嚢上皮細胞 で は培養 1週 ， 3遇お よび 6過
後に ， ヒ ト胆嚢上 皮細胞で は培養 1週後 に こ れ ら の上
皮細胞 を含 む コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル を 細 切 し ， 4
0
C の
2．5％グル タ ー ル ア ル デ ヒ ドく0．1M カ コ ジ レ イ ト緩衝
液， pH 7．4I で90分間前固定 ， 同緩衝液 で 洗浄後 1 ％
四酸化オ ス ミ ウム く同緩衝液1で90分間後固定 し た ． そ
の後
卜
型の ご とく エ タ ノ ー ル 系列で 脱水 ， エ ボ ン包埋
し， 超薄切片作製後 ， 酢酸ウ ラ ン と ク エ ン 酸鉛の 二 重
染色後 ， 電子 顕微鏡く汁300型 ， 日立 製作所 ， 東京I で
観察した ．
3 上 紙胞毒 に よ る コ ラ ー ゲ ン ー ゲ ル 内培養上皮細胞
の病理 的変化
コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内培養 1週目の家兎胆嚢粘膜上皮
細胞を用 い ， 細胞毒 で ある マ イ ト マ イ シ ン C く三 共株
式会社 ， 東京1 に よ り 引き起 こ され る 形態変化 に つ い
Fig．3． M o n olayer cultu re of r ab bit gallbladder
epithelial c ells fo r a w e ek． So m e s m all
V aC u Oles いり a re fo u nd in epithelial c ell
She ets■ P ha s e c o ntr a st micro s c ope， X 1 7 5













0．001 およ び0． 00 01
声 gノml と し， それ ぞれ コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 上 に 重 層 し
た培地 に 添加 し て370Cで48時間培養し た ． そ の 後す ぐ
に 上 皮細胞 を含 む コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル を
，
カ ル ノ ア 液で
固定 し ， パ ラ フ ィ ン 包埋 切片 を作製 し ， 多糖類染色
くP A S， A BpH 2．5， コ ロ イ ド鉄 ． A BpH l．0， H I Dお
よ び ム チ カ ル ミ ン 染色I を行 っ た ． ま た ， 10％緩衝 ホ
ル マ リ ン 液 で 固定 し ， パ ラ フ ィ ン 包埋 切 片 を作製 し
，
H E染色 を行い 光顕的観察 を行 っ た ．
成 績
王
． 家兎胆 禁粘膜 上皮 の 単層培養
家兎胆嚢上皮細胞 の単層培養は ， プ ラ ス チ ッ ク 培衰
瓶で 2週間ま で 行 っ た ． 培養開始時， 位相差顕微鏡下
で トリ バ ン プ ル ー 染色 し て 生細胞数 を測定 した と こ
ろ ， 培養上 皮細胞の95％以 上 は生 細胞 で あ っ た ． 培養
2 日後の 観察 で は， 培養上 皮細胞 は そ の ほと ん どが培
養瓶の 底面に 接着 して お り ， その 形態 は培養開始時と
は異 な り
， 細胞 周囲に は い く つ か の偽足様突起 が み ら
れ た ． ま た ， 島状 に 増殖 した 細胞集団も み ら れ た ． 培
養1週後 に は培養細胞 は培養瓶の 底面 の2ノ3あ る い は
その 全面 を占め る よ う に 増殖 し， 敷石 状に 配列 してい
た ． また ， 一 部の 細胞集団の 細胞間に は ， 小空 胞 がみ
ら れ た く図 31． 培 養 1 週 後 に ， tis su e cult re
Cha mbersIslide s上 に培養 し た上 皮細胞で は ， H E染
色で み る と ， 核 は卵型な い しは長楕円形で ， 細胞 の 大
き さ はや や不揃 い で 細胞質は わ ずか に エ オ ジ ン 好性セ
あ っ た ． 多糖類染色 で は ， い ずれ の 染色で も ほ ぼ同様
の 染色態度で ， 一 部 の 細胞の 細胞質内に わ ず か な顆粒
状の 粘液が み ら れ ， さ ら に細胞間 に 形 成さ れ た小 空 胞
Fig－4． M o n olayer cultu re of gallbladde r epl－
thelial c ellsfo r a w e ek． M ucin is obse r v ed in
a s m allv e sicle く
r
tJ a nd in the cytopla s mくノ1．
PA Sstain， X24 8
998 河
に も陽性の 粘液 が み られ 個 41， 単層培養細胞 で ， 僅
か で は あ るが 精液の 産 生 が証 明 さ れ た ． 単層培養 2過
後 く2代 別 の 上 皮細胞の H E染色結果 で は培養 1 週
後 に 比 べ 細胞間の 小空胞は減少 し ， 多糖類染色 で も 粘
液 は わず か しか 認め られ な か っ た ．
培 養2週後の 上 皮細胞 の 電子 顕微鏡的観察 で は ， 培
養細胞の 表面 に 少数の 微絨毛 ， 細 胞質内 に は 小 器官の
発達 は乏 しく ， 少数 の ミ ト コ ン ド リ ア と ゴ ル ジ装置が
み ら れ ． 隣接す る 細胞間に は 接着装置 が認 め ら れ た
く図5ト
家兎胆嚢上 皮細胞の 初代培養時の 増殖曲線 を図 6 に
示 す ． 培養1 日で ， 培養開始時 の 約 4倍 に 細胞数が増
加 したが ， その 後培養液 の 交換 を行 わずに 観察 を続 け
た と こ ろ ， 培養 3 日後か ら は 急激な細胞数の 減少が み
られ た ． そ こ で ， 培養 5 日後 に 培養液 を交換 し た と こ
ろ ， 培養 1 日後と ほ ぼ 同様 な細胞増殖 が み ら れ た ． す
な わ ち ， 単層培養 した 上 皮細胞 は培養初期に 著 しい 増
殖を示 し ， そ の 増殖 は培養液の 交換時期 に 左 右さ れ る
こ とが 示 さ れ た ．
Brd U を用い て S 期細胞 を標識 し た と こ ろ ． 家兎胆
嚢上皮細胞 の 単層培養 1週後 の BrdU の 標識指数 は
7，3％で あり ， 細胞 が増殖 して も1る こ と が 確認 さ れ た
く図 り ．
工I ． コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内培養
1 ． 家兎肝内胆管 ， 肝外胆管 お よ び胆嚢粘膜上皮細
胞 の コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内初代培養
肝内胆管 ， 肝外胆管お よ び 胆嚢上皮細胞の 培養結果
ぉ よ び細胞学的性状 は同
一 で あ っ た の で ， 一 括 して 記
述す る ．
Fig． 5－ M o n olayer cultu r e of r ab
bit gal 1blad de r
epithelial c ells for 2 w e eks．
Note n u m erou s
mic r o villio n their c e11s u rfa ce， S m alln u mbe r
of o rga n elle s a nd ju n ction al co mple x e sくJ
Jl
betw e en adja c e nt epithelial c ells． X13，000
位相差顕微鏡下 で ， 1個の 培養上 皮細胞 を追跡する
と ， 培養 2時間後で は ， 上皮細胞 が わ ずか に 大きくな
り は じ め ， 細胞質内 に 単発性の 空胞が ほ ぼ 半数の 細胞
で 観察 さ れ た ． 培養 4 旬 5時間後 で は ， 細胞質内の空
胞が さ ら に 大き く な り ， 数の 増加 を示 す もの も認めら
れ た ． 培養20時間後で は ， 細胞数の 増加が起 こ り ， 2
個 か ら数個 ま で の 細胞が 結合 して い る 状態が み られ ，
培養 2日 後で は こ れ ら の 細胞 に よ っ て完全 に 固ま れた
嚢胞の 形成が認 め られ た く図8一切 ． 培 養4 日 ， 1 軋 3
週 ， 6遇後 と培養時間の 経過 に 伴い 嚢胞腔の 増大が認
め ら れ た く図8－ わ ． 形成 され た 褒 胞 は お お む ね球状で
あ っ た ． ま た ， 培養5 時臥 10時間， 20時F軋 2 日，
1 週 ， 3週 ， 6遇後 に 行 っ た H E染色お よ び多糖類染
色 に よ り観察 し た と こ ろ ． 培養 5時間後 に 培養上皮細
胞 の 細胞質内に み ら れ た 空 胞内腔 は粘液陰性 だ っ た
個 9－ れ し か し ． 培養10 個9
－bl お よ び20時間後個
9－ Cl に な る と ， 培養上 皮細胞 は い く つ か の 細胞に よる
塊 を 形成 して い る こ とが 多く ． 細胞質内に はわずか な











Fig． 6． Gr o wth patte rn of the r abb
it gallblad
－
de r epithelial cells c ultu red in m o n olayer
c ultu r e． Gr o wth is show n by c elln u mber









Fig． 7． M on olaye r cultu re
ofr abbit gallbladder
epithelial c ellsfo r aw e ek． Se v e
r al n ucleiof
the cells a r epo sitiv efo r Brd U． Brd
U im－
m u n o stain a nd he m ato xylin － X lO7
胆道系上皮細胞の 培養 999
脆か らな る嚢胞 す な わ ち多細胞性嚢胞 の 形 成が み ら
れ
，
この裏胞腔内と嚢胞 を形成 す る上 皮細胞内腔側が
粘液陽性で あ っ た く図9
－dI． 培養 1 週後 で は 嚢胞 を形
成す る細胞数の 増加 と褒胞腔 の 増大が認 め られ た ． 培
養3遇後 に な る と 種 々 の 大 き さ の 褒 胞形成 値 径
8．10句 0．33m 皿1 が み られ ， 嚢胸壁 は 一 層の 立 方 旬 円 柱
上皮よ り成 っ てい た ． さ らに ， 単層 の 上 皮層の 一 部の
細胞で細胞質中 に 小型の 褒胞形成 を示 す もの も 認め ら
れた ． 培養10時間後 か らみ ら れ た細胞質内の 粘液と培
養2日以 降の 多細胞性襲胞腔内お よ び培養上皮細胞内
腔側に み ら れ た粘液に は ， 多糖類染色 に よ っ て 中性と
Fig．8＋a a nd b． A cystic m a s s．fo r m ed by r ab bit
gallblad der epithelialc ells c ultured fo r 3
W eeksin c o11age n gel m atrixくalislarger than
that by gallblad der epithelial c ells c ultu red
fo r2 daysin c ollage n gel m atrix くbl． P ha s e
CO ntr a St mic ro s c ope， a， X175ニb， X175
C 8
Fig■ 9． Histologic s e ctio n of rabbit gallbladder
epithelial cells c ultu redin c olagen gel m atrix
for5ho u rsくa い O ho u r s鮎 20 ho ursくCン a nd 2
daysくdI． aこ S e V e r al v a c u ole s a re s e e n with in
the cytopla s m of c ultu r ed epitheliu m． Va c u－
01e s ofくala r e n egativ e with P A Sstain． b， Cこ
m u cu sく11is detectable in the cytopla s m．
d トm u C u Sいり is s e c reted into a nd sto r ed in
the cystlu m e n． a へ dこ P A Sstain ， X530
酸性 の 2種類の 粘液の 存在が 示 唆さ れ た ． ま た ， 単細
胞の 細胞質の 小嚢腔内に も同 一 の 粘液が証明 さ れ た ．
な お ， 1 退 か ら 6週ま で の 培養期間中， これ らの 多糖
類染色 の 強度 に 変化 はみ られ なか っ た ． さ ら に ， 培養
3週後 か ら は褒胞周囲の コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル も粘液染色
陽性 と な り ， 嚢胞か ら の 粘液 の 漏 れ が認 め られ た ． な
お
，
PA S染色で盛胸壁周囲に 基底膜様物質 は認 め ら
れ な か っ た ．
電子 顕微鏡的観察で は ， 培養 1 遇後に ， 培養細胞が
単独 に 存在 して い る 場合 と い く つ か の 細胞が 連 な っ て
Fig． 10． Rab bit ga11bladder epithelial ce11s c ul－
tu red fo r a w e ek in c ollagen gel m atrix ．
Interdigitatio n いり at the later al s u rfa c e a nd
n u m e r o u s micr ovi 11iat the apI C al s u rfa c e a r e
S e e n． Xl
，
400
Fig－ 11． Rabbit gallblad de r epithelial c ells c uト
tu r ed fo r 3 w e eks in c ollage n gel m atrix．
T he cyst w a11c o n sits of c uboidal epithelial
C ells
，
Nu m e r o u s micr o villio n the lu rnin al
S u rfa c e， S m all mito cho ndria ， S eV e r al secreto ry
gra n ule sin the cytopla s m a r e observ ed． A
fe w mic ro villia re als o fo u nd o n the ba s al
S u rfa c e of the epithelial c ells． L二 1u men，
X5，250
1000 河
蕪胞 を形成 し てtlる場合と が 認め られ た ． 単独で 存在
して い る細 胞の 培養1週後の細胞質内に は小型 の 嚢胞
が ， 養胞の 内面 に は 微絨毛 が裏胞 を 囲 む よ う に 存在
し
，
小型 の 嚢胞周囲 に は線 毛 も み られ た ． 核は 嚢胞の
基底側に 位置 し， 細胞 内小 器官 は乏 しか っ た ． 多数 の
Fig．12． Rabbit e xtr ahepatic bilia ry du ct ep
ithe－
1ial c ells c ultured fo r3 w e eks in c ollage n gel
m atrix ． Ea ch micr o villu s c o ntain s a bu ndle
of micr otuble sくノ1a nd c o ated pitsくノ1at the
ro ot of the micr o villia r e obs er ved． X1 7，500
Fig．1 3． Rab bit gallbladde r epithelial c
ells c ul－
tu red for 6 w e eks in c ollage n gel m atrix ．
se ve ral s e c reto ry gr a n ule s くノ1， bu ndle of
inter m ediate fila m e nts くト1， a nd a Golgi
ap pa ratu s トナ ar e obse rv ed in the c olu
m n a r
epithelial c ells． X97800
細胞 が連 な っ て大型 の 褒胞す なわ ち多細胞性嚢胞を形
成 して い る も の も あ り， こ れ ら 多冊胞性嚢胞内腔面に
は多数の 微絨毛が み られ ， 細胞の 側面 に は 倣合が発達
し て い た ． ま た ， 多細胞性嚢胞 を形成す る上 皮の細胞
質内に ， さ ら に 小 型の 嚢胞を形成 す る細胞 も みられた
個 川 ． 培養 3週後で は ， 糞胞 を構成 し て い る 細胞の
丈は高 く立方状 と な り ， 襲胞 内腔 に 向か っ て 多数の微
絨毛が み られ た く図11ト また ， 細胞 間に は細隙結合だ
け で な く ， 密着帯 ， デ ス モ ゾ
ー ム が み られ ， 細胞側面
の 駿合 は密 に な り ， そ の 間隙 は狭 く な っ た ． 細胞質内
に は 小型で少数の ミ ト コ ン ド リ ア ， 発達 し た ゴ ル ジ装
置 お よ び多 く の 分泌 顆粒が認 め られ た ． ま た ， 微絨毛
内部 に は微小 管が み ら れ ， 細胞質内 へ 向か っ て 伸びて
い た ． 微絨毛基部に は胞体内に 向か う倣 凹が ， 細胞質
Fig． 14－ Cytoker atin e xpr e ssio nin r abbit
intra．
hepatic bilia ry du ct epithelial c e
lls c ultu red
fo r 3 w e eks in c ollage n gel m atrix ． Cyto
，
pla sm s a rediffu s ely po sitiv efo
r cytoker atinl
X500
F ig．15． H istologic se ctio n of r ab bit gall
bladder
epithelial c ells cultu r ed in c o
llage ngel m atrix
for a w e ek ． Se v e ral n u clei of the
c e11s い
a r epo sitiv e fo r Brd U－ Brd U
im m u n oStain
a nd he m ato xylin ． X248
胆道系上皮細胞の 培養 1001
Fig． 16． HistologlC Se Ctio n of hu m a nga11bladder
epithelial c ells c ultu redfor a w e ek in c o11age n
gel m atrix ■ On e epithelial cell is u nde rgoing
mitosisくへI． H Estain ， X215
Fig．17． HistologlC S e Ctio n of hu m a ngallbladde r
epitheiial cells c ultu r ed fo r a w e ek in c ollage n
gel m atrix － A gr eat qu a ntity of m ucu sis
StOred within the cystic lu m e n． P A Sstain，
X132
Fig．18． Hu m a ngallbladder epithelial c ells of
the cyst c ultu r ed for a w e ek in c ollage n gel
m atrix ． T her e a r e m a ny mic r o villio n the
lu min al ．surfa c e， S m all mito cho ndria， S e V e r al
V a Cu Ole s a nd Golgi ap pa ratu s くい in the
Cytopla s m， prOmine nt de s m os o rn e sくトI and a
tightju n ctio nく1Ibetw e e nthe pla s m a m e m－
br a n es of adja c e nt c ells． Lこ1u m en， X6，000
内 に は豊富 な中間径 フ ィ ラ メ ン トが 認 め ら れ た く図
12I． 培養6週後 で は ， 襲胞 を形成 して い る細胞は 更 に
円 柱状 と な り ． 糞胞 内腔側の 細胞質に は均等で濃淡の
あ る 分泌顆粒が多数認 め ら れ た ． 核 は 基底側 に 偏在
し
， 核上 部に は 多数 の 分泌 顆粒と発達し た ゴ ル ジ装置
が み られ た 一 ま た ， 培養 3週後よ りも太 い 束状の 中間
径 フ ィ ラ メ ン トが無数に み ら れ た く図131．
サイ ト ケラ チ ン染色 で は ， 肝内胆管 ， 肝外胆管お よ
び胆嚢上皮細胞 の い ずれ も培養期間中細胞質が び 漫性
に 陽性で あ っ た く図14う．
Brd U染色 で は ， 培養 1週後の コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内
初代培養細胞 に お ける Brd Uの 標識指数は9．6％で あ
り ， コ ラ ー ゲ ン ■ ゲ ル 内培養細胞の 増殖が確認さ れ た
Fig－ 19． Allr abbit gallbladder epithelial c ells
lining a cyst 仁cl a r edr op ped o ut into its
C avity． Ne cr otic c ellsくノ1 a r eflo ating in the
CySt． ad dito n of mito mycin C at the c o n c e n．
tr atio n oflOOJL glml into the c ultu r e m ediu m ．
H Estain ， X264
Fig．20． T he r ab bit gallblad占e r epithelial c ells
forming a cyst くCl a r elargely dr op ped o ut．
T he re m aining cells sho w ableb fo r m atio n
a nd eosinophilic cytopla s m． A d ditio n of
mito mycin C at the c o n c e ntr atio n of lO JL gl
ml into the c ultu re m ediu m． H Estain ， X 264
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く図1引．
2 ． ヒ ト胆 嚢上 皮細胞の コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内初代培
養
培養開始時 ， コ ラ
ー ゲ ン ． ゲ ル 内 に は 一 個 一 個 に ま
で 分離さ れ た上 皮細胞 と 2 旬 20個程度の 上 皮細胞 の塊
が み ら れ た ． 培養 1週後 の位相差顕微鏡 に よ る観察で
は ， 培養上皮細胞 は樹枝状配列 も しく は塊 を形成 して
い る よう に み ら れ た ． 培養 1過後の 上皮細胞 の H E染
色 で は ， 種々 の 大き さ の嚢胞が み られ ， 糞胸壁の ほ と
ん ど は 一 層性の 立方 旬 円柱上 皮 よ り成 っ て い たが ，
一
部の 上 皮は 多層化 を示 した ． ま た ， 培養上 皮細胞 の
一
部 に は分裂像が み られ た く図1恥 多糖類染色で は 襲胸
腔内と培養上皮細胞 の 襲胞内腔側が い ずれ の 染色で も
同程度に ， 家兎胆道系上皮細胞 よ り もや や 強 く陽性で
あ り ， 多量の 中性お よ び酸性粘液 が分泌貯蔵 さ れて い
た く図川 ． 電子 顕微鏡的観察で は ， 褒胞内腔面 に 多数
の 徴絨毛が ， 細 胞相互間 に は密着帯 ， デ ス モ ゾ
ー ム
が ， 細胞質内 に は小型で少数の ミ ト コ ン ドリ ア 一 発達
し た ゴル ジ装置お よ び 空胞 が み ら れ た 一 く図瑚 ■
サイ ト ケラ チ ン 染色で は ， 培 養期間中， 家兎 の 場合
と同じ く ， 細 胞質 がび 浸性 に 陽性 で あ っ た ■
m ． 細胞毒 に よ る コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内培養上皮細胞
の 変化
コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内培養系を 用 い ， 細胞着 で あ る マ
イ トマ イ シ ン C を添加 し ， 培養上 皮細胞 に どの様 な形
態変化 が み られ る か を検討 し た ． そ の 結果 ， 商用 量群
で ある1000 と10恥 gノml群 で は 褒胞 を形成 す る全 ての
細胞が 凝固壊死 に 陥 り ， 襲胸腔内に 脱落 した く図19ト
同群の多糖類染色 で は ， い ず れ の 染色 で も 陰性 で あ
り ， 粘液 は消失 した ． 1叫 gノml添 加群 で は 嚢胞 を形
成す る培養上皮の 半分以上 は脱落 し ， 消失 し た ■ こ の
時 ， 残存し て い る 細胞 に は プ レ ブ 様 の 突 出が み ら れ
た ． ま た ， 凝固壊死 に 陥 っ て い る細胞 も 少数認 め ら れ
た く図20ト 多糖類染色で は
一 部 の 残存細胞の 細胞質内
に わ ずか に 粘液の 産生が証明 さ れ た ． 1 声 gノml 以 下
の 用 量群で は ， H E染色お よ び 多糖類染色結果 の い ず
れ に も明 らか な 異常 は認め ら れ な か っ た 一 以上 ， マ イ
トマ イ シ ン C を用い た毒性実験 に よ り， コ ラ
ー ゲ ン ．
ゲル 内で 糞胞 を形成し た胆嚢上皮細胞 に 病的変化 を起
こ す こ と が 出来 た ．
考 察
胆道系上皮細胞の 培養 に 関 し て い く つ か の 報告が み
られ る が そ の 中で ， Elha m ady ら
2， は モ ル モ ッ ト胆 嚢
の 小片か ら粘膜上皮細胞 を 2週間培養 し， 光顕的 ， 電
療 的に 観察 して い る ． Sirica ら
瑚 は
，
ラ ッ トの 総胆管
結染 に よ る肝内 の 増生 細胆管 を遠心 分離 して 3日間培
養 し， 酵 熱 化学 ， 組織化学的分析お よび電顕的に検
討 して い る ． Eu m ar ら句 は正 常 ラ ッ ト肝 を遠心分離し
て 肝内胆管上皮細胞 を採取 して電気泳動法や蛍光抗体
法で検討 し てい る ． 他 に も ， ラ ッ ト肝 由来 の細胞 を遠
心分離 して胆管上皮細胞 を得 る試み は い く つ か報告さ
れ て い る
工7 トぺ朝
． また ， 最近で は ， ヒ ト胆腰上 皮細胞を
培養 して 産生さ れ る 粘液 を定量し ょ う と の 試み もなさ
れ て い る
竹
．
本研究 は ， コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内培養法を用 い ， 家兎
の 肝 内胆管 ， 肝外胆管及 び胆嚢上皮 それ ぞ れ を別々 に
培善 し ， 培養上 皮細胞の形態 や機能 お よ び その 経時的
変化 に つ い て 検討 した も の で ある ■ ま た ， 家兎胆嚢上
皮 に 関 し て は単層培養も行い 比較 した ． 従来 ， この 様
な試 み は な さ れ て い な い ．
ま ず胆道系上皮細胞 を単細胞性 に バ ラ バ ラに する た
め ， 家兎の 肝内胆管 ， 肝 外胆管 お よ びヒ ト胆嚢小片で
は こ れ を T E 混合液中 に 入 れ た ． ま た ， 家兎胆嚢では
そ の腱内に TE 混合液 を直接注入 し ． 静置 した － その
結果得 られ た 上 皮細胞 の殆 どは単細胞 に まで 分離され
てい た ．
コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内で ， こ れ ら の単細胞 に ま で分離
され た胆道系上皮細胞 を観察す る と ， 培養2時間後で
は培養細胞 が わ ずか に 大 き く なり ， 約半数の細胞では
細胞質内 に種々 の大 き さ の空胞が み ら れた 一 培養4
勺
5時間後 に は細胞質内の空胞 に よ っ て著 しく拡張した
細胞 も認 め ら れ た ． しか し ， こ の 時間ま で は培養上皮
細胞 の ほ と ん どは単細胞 の ま まで あ っ た ． 培養10
へ20
時間後 に は単細胞は少な く な り ， 多細胞 に よ る塊の 形
成が多 く認め られ た ． こ の こ と は ， 培養10時間以降に
細胞 の数的増加が起 こ る こ と を示 して お り ， コ ラ
ー ゲ
ン ． ゲ ル 内に 培養 さ れ た細胞が分裂 を開始する までに
は あ る 程度の 時間が必要 な こ と を意味 して い る ． これ
に 比 べ ， 単層培養 した胆嚢上皮細胞 で は培養1 日後で
既 に 4倍 もの 細胞の 増加があり ， 単層培養 の 場合には
培養初期 に 細胞増殖が起 こ る こ と を示 して い る ■
一 九 培養開始時か ら認 め られ た細胞塊で は ， 培費
2時間後 に細胞質内 に 種 々 の 大 き さ の 空胞が 出現し
た ． 培養10旬 20時間後 に な る と ， こ れ ら の 空胞とは別
の 部位 に 粘液 の 産 生が み られ ， 培養 2 日後に は抑期
の
細胞質内空胞 は消失し ， か わ っ て 複数個の 細胞に よ
る
粘液陽性の 多細胞性嚢胞 の 形成が認 め られ た ． この
こ
とか ら ， 嚢胞形成 は ， 培養初期の 空 胞 に 起因するも
の
で は な く
， 培養10へ 20時間後か ら 産生分泌 され た粘液
が集合 して小嚢胞 を形成 し ， さ ら に こ れ らの 個々
の細
胞質内小葉胞が融合 して大型 の 多細胞性の 褒胞を形
成
胆道系上皮細胞の培養
したと思 わ れ た ． な お ， 培養2時間後 に 細胞質内に 形
成さ れ た粘液陰性の 空胞 は， 培養10一 －20時間後 に は ば
とん どみ ら れ なく な る こ と か ら ， お そ ら く初代培嚢開
始時に 上 皮細胞が受 けた 刺激に 対 す る細胞の 反 応 ， す
なわち空胸変性 を示 して い る も の と考 え るほ う が 妥当
であり ， こ の 空胞が 融合 して後の 粘液陽性の 多細胞性
愛胞に なる七 は考 えに く い ．
以上 の こ と か ら ， コ ラ
ー ゲ ン ． ゲ ル 内 で の 嚢胞形成
過程に は1偶の 細胞が増殖 し て嚢胞 を形成す る 場合 と
培養開始時か らい く つ か の 細胞 に よ る塊が あ り， こ の
塊を形成す る細胞個々 の 細胞質内 に 分泌さ れ た粘液 を
含む小 褒胞が融合 して 大型の 多細胞性襲胞 を形成 す る
場合との 2通 りが 考え ら れ た ． なお ， 培養上 皮細胞 の
増殖は ， Brd U を 用 い た S 期細胞標識 に よ り確認 し
た．
褒胞 を形成す る 上皮細胞 で は ， 培養初期に は立 方状
のも の が次第 に 円柱状 に 変化成熟 し ， 電顕的に も細胞
間接着装置の複雑化 ， さ ら に 細胞側面の 駿合 の 密化 と
細胞間障の 狭小 化を伴 っ て い た ． こ れ ら の 所見 は ， 培
養上皮が次第に 生体内に 見られ る 形 態 へ と変 わ り つ つ
ある こ と を示 して い る ． ま た
， 培養細胞 に 形成 され た
褒胸腔の内面に 多数 の 微絨毛 が 認め ら れ ， 細胞質内 に
は多数の 中間径 フ ィ ラ メ ン トが 認め ら れ た ． な お ， 蛍
光抗体法に よ る サイ トケ ラ チ ン 染色 で は培養細胞の 細
胞質が培養期間中同程度 に 陽性で あ り ， そ の 染色強度
に差はみ られ な か っ た ． サイ トケ ラ チ ン は上 皮細胞の
中間径フ ィ ラ メ ン ト の 主 要な構成成分で あ り胆道系上
皮細胞に も 多く存在 し て い る こ と が知 ら れ 21，
， 電子 頗
微鏡的観察で大量 の 中間径 フ ラ メ ン トが認 め られ た こ
とと 一 致 して い る ． こ の こ と は
， 培蓑細胞が胆道系上
皮細胞の 特徴を長期間維持 して い る こ と を示 す 所見の
一 つ だと考え られ る ．
さら に 電子顕微鏡的観察で は ， 培養細胞内腔側の 微
絨毛基部 に 被覆小筒 を ． 基底側 に 被覆小筒と 小 胞 を認
めた ■ この こ と は
， 培養細胞に は貧食能が あ り ， 培地
中の 蛋白質な どの 大き な 分 子 の 吸収 と小胞 に よ る 物質
の 輸送が行わ れ て い る こ と を 示 唆 し て い る と 思 わ れ
た ． な お
， 被覆小 筒は Elha m ady ら
2，
の モ ル モ ッ トの
培養胆嚢上皮細胞 に も 認 め ら れ て お り ， さ ら に モ ル
モ ッ ト胆 嚢上 皮細胞で は フ ェ リ テ ン を用 い て 生 体内と
試験管内の い ずれ で も 貧食能 と吸 収 し た物質を輸送 す
る機能の あ る こ と が 証明 さ れ て い る裂明朝 ． こ の こ と か
ら， 胆道系上皮が本来持 っ て い る種々 の 機能が
，
培養
上皮に も現 れ てい る と 考 えられ る ．
一 方 ， コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内の 培衰細胞に つ い て 培 養
開始時か ら時間 を追 っ て 多糖類染色 を行 っ た と こ ろ ，
1003
培養開始 2 へ 5時間後 に は培養細胞の細胞質内 に 空胞
が出現 した が ， こ れ ら の 空胞内 に は粘液 は存在 し な
か っ た ． しか し， 培養10へ 20時間が経過 する と 細胞質
内に 空胞と は別 の 部位 で 粘液 の 産生が み られ は じめ ，
しだい に 細胞質内の 粘液の量 が多く な り ， 培養2 日後
に は粘液 を腔内に 容れ た 多細胞性愛胞 が見ら れ る よ う
に な っ た ． 培養 1週以降で は この 多細胞性喪胞 は さ ら
に 大き く な り ， 内腔 に は 多量 の 粘液 を容れ て い た ． こ
の 粘液の 産生 は 6週間の 培養期間中で も ほと ん ど変わ
ら ずに 続 い た ． こ の こ と は培養10時間頃 よ り細胞質内
に 産生さ れ は じ め た粘液 が培養時間の経過と共に そ の
量 を増 し， 次第 に 細胞質内に 音標 した と考 えら れ る ．
そ して ， こ の よう に して細胞質内 に 蓄積さ れ た 粘液褒
胞が隣接 す る細胞の 粘液襲胞 と融合 して ， 次第に 大型
の 多細胞性褒胞 を形成す る もの と 思 われ た ． ま た
． 多
糖類染色で は ． 家兎の 胆道系上皮と ヒ ト胆嚢上 皮の い
ずれ も 同程度 に 強く 陽性 で あ り ， 中性 と酸性粘液の 存
在が認め られ た ． ま た ， 電顕 的に は上 皮細胞 に は発達
した ゴ ル ジ装置が み られ ， そ れ に 近接 して 分泌 顆粒 と
こ の 顆粒 の 内膳側 へ の 放 出像が認 め られ た ． 従 っ て ，
こ れ ら の 培養上 皮細胞が活発 に粘液塵生 を行 っ て い る
と考え ら れ る ． なお ， 培養 3週後 か ら は褒胞周 囲の コ
ラ ー ゲ ン ． ゲル も 多糖類染色陽性 と な っ た が ， 糞胞 を
構成す る細胞間隙か ら漏れ で た粘液 に 起因す る変化だ
と思 わ れ た ． ち なみ に ． 今回 の培蓑系で上 皮細胞周囲
に は基底膜の 形成は見られ な か っ た ． こ れ に 比 べ 単層
培養 した家兎胆嚢上皮細胞に は培養 1週後 で もわ ず か
な粘液の 産 生 し か 認 め られ な か っ た ．
胆道 系上 皮細胞が粘液 を産 生す る こ と は ， 肝内の 比
較的太い 胆管24，， 肝外胆管
251
， 総胆管26 抑 ， 胆嚢管2 刀， 肝
管 制 お よ び胆嚢 調ト 32，で 知ら れ て い る ． 本研 究 で コ ラ ー
ゲ ン ． ゲ ル 内 に 培襲され た細胞 は ， こ れ ら生体内 での
胆道系上皮細胞の 持 つ 粘液塵生機能 を長期 に わ た っ て
維持し ， さ らに こ の 粘液の 塵 生
，
分 泌 が嚢胞の 形成 ，
さ ら に は増大 に 重 要だと 考え られ た ．
最後 に 予 備的実験 と し て細胞毒 を用 い て 行 っ た 毒性
実験 で 使用 した マ イ ト マ イ シ ンC は， ア ル キル 化割と
し て 細胞の D N A合成を抑 える と さ れ て い る3 刷 ． 本
試験 で は ， マ イ トマ イ シ ン C に よ り コ ラ ー ゲ ン ． ゲル
内で 嚢胞形成 を 示 し た胆嚢上皮細胞 に 明 ら か な障害 を
起 こ す こ と が 出来
，
薬物の 細 胞毒性実験の モ デ ル と し
て も有用 で あ る こ と を示 した ． 今後 ， こ の 方法 を用 い
胆道系疾患の 病態の 解析 を行 い た い と考え て い る ．
な お
，
コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内 に 培 養 し た家兎肝内胆
管， 肝外胆管 ， 胆嚢上皮細胞お よ び と 卜胆嚢上皮細胞
に は培養期間中著し い 遠 い は 見ら れ なか っ た ． こ の こ
1004
河
と は これ らの 被覆上皮が生物学的 に か な り 相似 して い
る こ と を示 し て い る と 考え られ る ■
結 論
1 ． 家兎肝内胆管， 肝外胆管 ， 胆嚢お よび ヒ ト胆嚢
よ り上皮細胞 を単離 し ， 単細胞化 し ， コ ラ
ー ゲ ン ． ゲ
ル 内初代培養 を行 っ た ． コ ラ
ー ゲ ン ． ゲ ル 内培嚢 は ，
家兎肝内胆管と肝外胆管上皮細胞で は 3週間ま
で ， 家
兎胆嚢上皮細胞で は 6週間 まで － ヒ ト胆嚢上 皮細胞 で
は 1週間ま で行 っ た ． な お ， 家兎胆嚢上皮細胞 の単層
培養 も 2週間ま で 行 い ， 比較検討 した ■
2 ． コ ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内培養細胞 は 2
句 4 日後 に
は ， 粘液陽性の 多細胞性嚢胞 を形成 し， 培養時間
の経
過 と共に 培養細胞が増殖 し ， 嚢胸腔 の増大が認 め られ
た ． 多糖類染色に よ り襲胞内 と培養上皮細胞内腔側
に
み ら れ た粘液 は ， 中性 お よ び 酸性粘液 で あ っ た ． ま
た ， 免疫組織化学的方法で観察 した と こ ろ ， 培養細胞
に は上 皮性の サイ ト ケ ラチ ン が 認め られ た － こ れ ら の
所見は培養期間中同程度 に み られ ， 家兎お よ び ヒ トの
培養上 皮細胞間 に 大き な違 い は な か っ た ． しか し ， 単
層培養 した 家兎胆嚢上 皮細胞 で は 粘液 の 産生 は少 な
か っ た ．
3 ． 電子 鏡微鏡的 に は ， コ ラ
ー ゲン ． ゲ ル 内培養で
形成さ れ た 多細胞性褒胞内面に 多数の微絨毛 が ， 細胞
質内に は小型で 少数 の ミ ト コ ン ドリ ア ， 発達 しキゴ ル
ジ装置 ． 多数の 粘液額粒 ， 中間径 フ ィ ラメ ン トが ， 細
胞間に は接着装置が認め ら れ ， 胆道 系上皮 の 特徴
が み
られ た ． な お ， 単層培養 した細胞に は ， 細胞表面 に わ
ずか な徴絨毛， 細胞質内 に 乏 し い ミ ト コ ン ドリ ア ，Yそ
して隣接す る細胞間に 接着装置 が み られ ただ け で あ っ
た ．
4 ． Brd Uに よ る S 期細胞標識法 に よ り コ ラ
ー ゲ
ン ■ ゲ ル 内 で の 培養細胞 の増殖 が確認 され た －
5 ． マ イ ト マ イ シ ン C を用い た毒性実験 に よ り ， コ
ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内で 褒胞形成 を 示 した胆東上皮細胞 に
病的変化 を起 こ す こ とが で き た ．
6 ． 以上 ， 家 兎お よ び ヒ ト の 胆道系上皮細胞 を コ
ラ ー ゲ ン ． ゲ ル 内で 長期間培養 す る こ と が で き た － こ
の方法 は 卜 胆道系上 皮細胞の 生 理 お よび病 理 像 を3次
元 レ ベ ル で 解析 で き る実験系 と思 わ れた ■
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Key w ords biliary epitheliu m ， COllagen g
el m atrix ， C ultu re
T here hav e bee n few in vitr o studies of bil ary epithelial c el
ls－ In this study， rabbit
intrahepatic biliary epitheliu mくri h，， eXtrahepatic biliary
epitheliu m くrehl and gallblad der
epitheliu m くrgbl， a nd hu ma n gallbladder epitheliu m く
hgbl w ere cultur ed in c ollage n gel
m atrix for up to aweekくhgbl， 3 w eeksくriha nd reh， a nd 6 w e
eks くrgbl． These c ultu red
epithelial cells we r e e x a mined by ligh
t micro scop y， electro nmic ros copy， histoche mistry and
im m u noflu o resce nt micro s copy－ In c ollagen gel m
a trix， Singly isolated epithelial cells in
c ollage n gel m atrix began to incre a se in size and n
u mbe r， and these c ultu r ed c e11s tookthe
for m of v ario u s siz ed cysts． Thes ecysts c o ntained ne utr al an
d acid m ucin． Ultrastructu r－
ally， the cyst w allw as c o mposed of c uboidal
tolo w c olu mna r epithelial ce1s． Nu me rous
micr ovilliwe r efo und on the lu minal su rface of these ep
ithelial cells and c o ated pit w ere
fo u nd at the ro o t of the mic rovi11i． Ther ew er edesm o
so m es， tightju n ctions， gapju nc tio ns
a nd inte rdigita tio ns betw e e nthe plas m am e mbran es
of adjac e nt c ells， and se cr et ory gr a nules
n e a rthe w ell de v eloped Golgi ap p
a r atu s， Sm a11mitochondria a nd bu n
dle of inter mediate
filam e nts in the cytoplasm ． Cyt oker atin w as d
iffusely dete cted in the c ultu r ed epithelial
cells． These cha racte ristics of epithelial cells w e r eide n
tical am ong the rih， r eh， rgb a nd
hgb cultu r ed in c ollage ngel， and als o w er
similar to tho se of in viv o bilia ry epitheliu m ．
T he cell kine tics w a s s tudied using a mon o clo nal
antibody to 5－ bro m o
－ 2
，
－deoxy － uridin e
くBrd Ul， a nd the Brd U positiv e n u cleisug gestive o
f S－ phase c ells w as dem o n stra te
d by the
anti－Brd Um on oclonal antibody asthefirst antibody－ T h
e BrdU labeling index of rgb in
c ollagen gel c ultu r e w a s9 ．6 ％，
a nd rgb in m o n olaye r c ultu r e w
a s 7■3 ％ ． Cultu r ed rgb in
c o11age n gel m atrix ad ded by
cyto toxic age nt sho
wed n e cr odege n e r ativ e cha nges． T hi
s
c o11agen gel c ulture m ethod w as valuabl
e fo r m orphological and fu nction al studie
s of the
biliary epithelium ．
